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論文内容の要旨
【目　的】
椎間板は、髄核と線推輪から構成される大きな軟骨組織で、プロテオグリカンと水分に富み、荷
重に耐えつつ脊椎に可動性を与えている。椎間板の細胞外マトリックスが変性すると椎間板ヘルニ
アなど様々な疾患の原因となるため、その恒常性が維持される機構の解明は重要である。
既にヒト正常椎間板に高レベルのⅡa型ホスホリパーゼA2（以下PLA2と略す）が存在すること、
ウサギの培養椎間板軟骨細胞がインターロイキンー1存在下でPLA2を合成・分泌することが明ら
かにされている。しかし、正常椎間板にPLA2が豊富に存在する理由とその生理的役割は不明であ
る。
本研究では、ウサギ椎間板の可溶性PLA2と膜結合性PLA2を精製し、脾臓から精製した膜結合
型PLA2と比較し検討して、その生理的役割について検討した。
【方　法】
（1）ウサギ（日本白色家兎、3～4kg）をベントバルビタールによる深麻酔下に失血死させ、牌
臓と脊椎を摘出した。腰椎及び胸椎の各椎間板から髄核をまず掃出し、その後線線輪を掃出した。
（2）髄核と線姓輪は、クライオプレスを用いて液体窒素下で粉末状に破砕し、その後湿重量の10倍
量の10mMTris－HCl（pH7．4）を加え、ガラスホモゲナイザーで一様な懸濁液にした。懸濁液を
130，000gで超遠心し、得られた上清を可溶性画分とした。沈殿を10倍量のlMKBrを含む10mM
Tris－HCl（pH7．4）でホモゲナイズし、同様に超遠心し、得られた上清を膜結合性画分とした。牌
臓は、クライオプレスの代わりに鋏で細切した後、同様に処理し、可溶性画分と膜結合性画分を得
た。（3）カルシウム依存性PLA2活性は、1・／｛ルミトイルー2－オレオイルーSn－グリセロー3－ホスホグリセ
ロール（0．8mM）のコール酸（5mM）との混合ミセルを基質として、0．1MTriS－HCl（pH8．5）、
0．1MNaCl、5mMCaC12中で測定した。酵素反応で遊離してきたオレイン酸をアダム試薬でラベ
ル後、HPLCで分析・定量した。（4）脾臓の膜結合性PLA2は、56gの牌臓からSPSepharoseカラ
ムクロマトグラフィーと遠心式ろ過装置を用いた限外ろ過及び逆相HPLCで精製した。髄核の可
溶性PLA2は、SuperQ－Toyopearlカラムクロマトグラフィー、限外ろ過、HPLCゲルろ過で精
製した。髄核の膜結合性PLA2は、SP－Toyopearlカラムクロマトグラフィー、限外ろ過、HPLC
ゲルろ過で精製した。（5）SDS－PAGEは、15％ゲルを用い、Laemmli法に従って行った。各精製
PLA2標品のN末端アミノ酸配列分析は、試料をSDS－PAGE後、分離タンパク質をPVDF膜にド
ライブロットし、クマジープルーで染色した後、タンパク質バンドを切り出し、それを直接ペプチ
ドシークエンサーで分析した。
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臣結　果ヨ
（1）髄核の可溶性画分に牌臓の可溶性画分の7倍のカルシウム依存性PLA2活性が認められた。膜
結合性画分PLA2活性に対する可溶性画分PLA2活性の割合は、髄核で2．5、線維輪で0．5、脾臓で
0．06であった。（2）髄核の可溶性画分のPLA2活性の大部分は陰イオン交換樹脂に強く結合し、髄核
の脱結合性画分のPLA2活性は陽イオン交換樹脂に強く結合した。（3）髄核の可溶性画分のPLA2活
性は、0．2MNaCl存在下のゲルろ過ではその大部分がカラムの排除容積近くに溶出し、1MKCl
存在下では全活性がカラムの全有効容堵近くに溶出した。（4）髄核の可溶性画分のPLA2、膜結合性
両分のP王．A2及び牌臓の膜画分のPLA2は、すべて同じN末端アミノ酸配列を示した。脾臓の膜
面分のPLA2は、質量分析の結果と総合して、ウサギ韮a型ホスホリパーゼA2であることが分かっ
た。
監考　察ヨ
（1凧核のPLA2はⅡa型ホスホリパーゼA2ゼあり、その大部分は細胞外マトリックスの高分子
量酸性タンパク質（おそらくプロテオグリカン類）に結合して存在していることが強く示唆された。
ヒト正常椎間板に異常に高レベルに認められるⅡa塑PLA2も細胞外マトリックスタンパク質と結
合して存在する可能性が明らかになった。（2）ウサギのⅡa型PLA2が強力な抗グラム陽性菌活性を
持つことが最近発見された。ウサギ髄核のPLA2の細胞外マトリックスにおける濃度は、本研究か
ら約500nMと推定され、これはSか珍妙bcocc視Sα視柁〃Sに対するLD50の50倍に相当する。椎間
板は血管支配のない大きな組織であり、内在性の抗菌物質としてのPLA2の役割が示唆された。（3）
酬亥を腰椎の硬臓外に移植すると炎垣反応と機械的刺激に対する過敏性が引き起こされることが知
られている。また、Ⅱa塑PLA2は細胞外から作用して様々な細胞を活性化することが知られてい
る。本研究から、Ⅱa型PLA2が長時間作用する局所的化学的刺激物としての病理的役割を果たす
可能性が示唆された。
【結　論ヨ
椎lm板髄核の細胞外マトリックス成分に結合して高レベルのⅡa型PLA2が存在することが明ら
かになった。今後、Ⅱa塑PLA2が結合しているマトリックス成分と膜成分（膜結合型プロテオグ
リカンと思われる）を同定することが必要である。
論文審査の結果の要旨
本研究は、ウサギ椎間板髄核より可溶性並びに膜結合性ホスホリパーゼA2を、さらに脾臓より
腰結合性ホスホリパーゼA2を、それぞれ単一タンパク質にまで精製し、タンパク化学的解析から
これらの3種の酵素は全て同一で、Ⅱa型ホスホリパーゼA2であることを明らかにしている。な
お、この過程で、髄核の可溶性ホスホリパーゼA2は高分子酸性タンパク質と結合した状態で存在
していることも明らかにしている。
次いで、正常椎間板に高地度に存在するⅡa型ホスホリパーゼA2の生理的役割について、椎間
板の細菌感染症が臨床上希有であることとⅡa型ホスホリパーゼA2が抗菌活性を示すとの報告が
あることから、椎間板における内在性抗菌物質としての機能に言及している。
これらの成果は、椎間板に高濃度存在するⅡa型ホスホリパーゼA2の生理的役割の解明に向け
て大きく突破口を開いたものである。
よって、博士（医学）の学位を授与するに値するものと認める。
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